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HR IT ORE RP A CT TT) SER. 结果 表明 二 者 
TERS MBE AT REAR HEA HEA, RARARE WE. 都 熊 水解 凝血 酿 专 一 性 底 物 。 FER 
白 平板 法 证 明 组 分 具有 激活 绎 洲 作 用 ; 经 分 于 同时 捧 有 激活 纤 溶 和 直接 鱼 深 作用; 组 分 工程 级 分 下 驰援 慢 
降 赃 纤维 蛋白 原 的 m 链 ， 随 著作 用 时 间 延 长 ,组 分 工 还 能 进一步 部 分 降解 纤维 蛋 包头 的 B 链 , 活 性 中 心 探 讨 表 
明 ， 绝 分 工 的 活性 中 心 由 丝氨酸 蛋白 艇 部 亿 和 外 精 基部 位 组 成 。 组 分 工 水 解 BAEE 的 最 近 温 度 为 54， 最 适 
pH 为 8.6。 
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1976 年 云南 省 动物 研究 所 第 四 室 报道 了 竹 时 青 蛇 毒 中 含有 较 高 的 精 氮 酸 酯 酶 活力 ， 
1983 年 杨 长 久 等 报道 了 竹叶青 蛇毒 中 含有 较 强 的 瞩 血 酶 样 酶 活性 。 但 竹叶青 蛇毒 中 纯 
化 的 凝血 酶 套 酶 理化 性 质 、 酶 学 性 质 及 体内 外 抗 凝 血 作 用 等 研究 尚未 见报 道 ， 本 文 对 纯 
化 的 竹叶青 蛇毒 凝血 酶 祥 梧 的 梅 学 性 质 报道 如 下 。 


材 料 和 方 法 


ge: THERM BEBE HK. IRM ey = Re Ae ATP) 
为 上 海 生 化 所 东风 试剂 厂 产 品 , ARAR RRA LESH a, SI 为 
EMSRERED +E, 5’-UMP 为 Sigma 公司 产品 ， 苯 甲 基 磺 酰 氟 (CPMSEF) 为 下 。Merck 公 
司 产品 ， 其 它 试剂 均 为 国产 试剂 。 

方法 ，!1. 纤 维 蛋 白 原 凝固 时 间 、 精 气 酸 酯 酶 活力 测定 、 对 凝血 酶 专 一 > TE JE Bz- 
Phe-Val-Arg-PNA AQ kK ARIS JWE RRR. 

2. 出 血 毒 活性 测定 ， 参 照 Oniori 等 (1964) 方法 进行 。 

3. 蛋 白水 解 酶 、5- BARE. 由 三 磷 酶 、 核 背 焦 磷酸 酶 活性 测定 ， 参 照 云南 省 动 


—-— 


本 文 1988 年 5 BUREKA, MIFIZAIVH BH, 





ak 


254 a 物 学 研究 1138 


物 研 究 所 第 四 室 (1976) 方法 进行 。 

4. 纤 维 蛋 白 溶解 活性 测定 ，@ 对 纤维 蛋白 原 链 的 降解 作用 ， 参 照 王 琉 瑜 等 (1982) 
FEET, OQFAEATRE. SM ABs (1981) 方法 进行 。 

5. 活 性 中 心 探讨 ， 参 考 管 利 不 等 《1982) 方法 进行 。 

6. 最 适 温 度 和 最 适 PHH 的 测定 ， 在 不 同 温 度 或 在 不 同 的 pi 下 测定 征 氮 识 睛 酶 活力 。 


结 果 
1. 人 竹叶青 效 血 酶 样 酶 组 分 1 和 组 分 工 的 纤维 蛋白 原 凝 固 时 间 、 精 氨 酸 了 酯 酶 比 活力 和 
KARE LR — MSR (Bz-Phe-Val-Arg-PNA) 活性 见 表 1。 
表 1 TCH MOE RM TE HE E 


Tab.1. Some enzymic activity of the thrombin-like enzymes purified 








from the venom of T. stejnegeri 


FoR E G USE a I (ul 组 分 I “4 4 于 i 者 
KAWE 0.2ml i'3” (206 RB 2A" (20 
大 峡 维 蛋白 原 G.2mi60.4%4) 1' 14" OHE 印 》 16YK2gHE 醒 F 4470. 8me fii = > 
MM IG (ud /min/meg? 8.71 3.86 2.70 
7 RE ILS — tE = kA +++ += 


2. 出 血 毒 活性 测定 和 其 它 酶 活性 测定 。 组 分 I 和 组 分 eo 经 测定 均 无 粗 毒 中 
具有 的 出 壬 毒 活性 、 蛋 白水 解 酶 、 5"- OE, RRS RET A SE, 

3. 纤 维 蛋 哲 溶解 活性 。 亿 组 分 1 和 组 分 (304g) 对 纤维 蛋白 原 链 的 降解 作用 见 图 
1; O49 1 和 组 分 皇 的 纤维 蛋白 平板 实验 见 表 2 。 





图 1 人 时 准 重 自 原 经 竹叶青 凝 占 酶 详 酶 组 分 工 、 纪 分 年 隆 解 后 的 SDS- RAR BRR ERD 
Fig. 1. SDS-polyacrylamide gel electrophuresis of human fibrinogen degraded by the 
thrombin-like enzymes from T. sfejnegert 
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R2 HH PRM Tt A E3 不 同 抑制 剂 对 人 竹叶青 凝血 酶 
纤维 看 白 的 溶解 作用 ‘mm?) RRS I 的 抑制 作用 
Tab.2. Degradation of the Tabl.3. Effect of inhibitors on 
thrombin-like enzymes from activity of the thrombin-like 
T. stejnegeri toward human enzyme Principie 1 from 
fibrin (mm?) T. stejnegeri 
Roe (ichD 标准 平板 mT AUR gy fhe 
ses oo ts pat mo Shen: ei 4a ae 。 v me .一 = . A or 30 分 2.5 it 6 小 时 
WER N, 
tO 0 0 抑制 剂 LO a yeep, 
bizi % ($me/ml) 306 81 无 抑制 剂 :00 100 100 
A 分 1 i3mg/mi} i44 4 过 磷酸 (5 x 10°SM)D ð 0 0 
组 分 J (ame/ml> 126 56 
m 激酶 (1000uzml) 216 0 At ME ARCI 24) Te st ag 
BEE S BA C1000u/ml) 400 415 PMSFC5 x 1073p) 了 1 43 


dE DRA, GRR. SECM AR RSA SPE a PMSF Ry 
A BE TL PEA RA RE, APR BITE aoe. WES, 

5. Riga ApH Me. Ad [水解 BAEE 的 最 适 温 度 为 50°C， 最 适 p 有 为 8.6。 

6. 金 属 离子 对 组 分 | 和 组 分 工 酶 活性 的 影响 。 我 们 测定 了 几 种 常见 金属 离子 K* 
Nat, Ca?t, Me?*, Zn?*, Cue", Pes*, Co” 对 组 分 I 和 组 分 正 酶 活性 的 影响 ， 结 果 
表明 Zn?t, Cutt, Feat 对 组 分 I 的 精 氮 酸 酷 酶 活性 有 明显 换 制 作用 ， Zat, Cutt, 
FEcs*、(o2 对 组 分 的 工 精 氮 酸 酯 酶 活性 有 明显 拙 制作 用 ， 在 所 测 离 子 中 未 见 有 起 激活 
作用 者 ， 对 于 纤维 蛋白 原 疑 固 活 性 ， Ca*+、Co*+ 离子 对 组 分 1 、 组 分 工 有 明显 激活 作 
FA, 而 Mg** 离 子 仪 对 组 分 1 有 激活 作用 , Fe** 离 子 对 组 分 I、 组 分 荆 均 有 明 肛 抽 制 作用 。 


a 果 讨 论 


从 竹叶青 蛇毒 中 分 离 纯化 的 组 分 I 和 组 分 工 能 凝固 纤维 蛋白 原 和 水 解 雍 血 酶 专 一 性 
三 肽 底 物 ， 具 有 精 氨 酸 酯 酶 活性 ， 无 粗 毒 中 其 它 的 酶 活性 和 出 血 毒 活性 ， 表 明 它 们 是 凝 
RHEN, HERJA I 和 组 分 工 对 大 纤维 蛋白 原 的 凝 国 活 性 分 别 比 粗 毒 提高 25 民 和 40 
倍 左右 。 

组 分 | 和 组 分 荆 对 人 纤维 蛋白 溶解 作用 明显 不 同 。 平 板 革 宕 明 组 分 只 有 激活 纤 洲 
作用 (激活 胞 浆 素 原 ) 与 尿 激 酶 作用 相似 ， 而 组 分 I ARIA A RRA, 
BBA. WAI, 各 具有 激活 纤 溶 和 直接 纤 溶 作 用 ， 尚 待 进一步 研究 ， 这 表明 它 
们 有 项 望 用 于 血栓 治疗 ;对 纤维 蛋白 原 链 的 降解 曾 有 报道 ， 红 口 坚 蛇 毒 纯 化 的 凝血 酶 样 
Be (Ancrod) 长 时 间作 用 于 人 纤维 蛋白 原 能 降解 0 (Pizzo, 1972), AAR RE E 
ae ag ob hag RELA REG (Crolalase) 能 缓慢 降解 人 纤维 蛋 原 白 的 B 链 (Markland, 
1977), Mite (Agkistrodon halys pallas) RE RES TE AY BE Le ES E AE ee I A 
纤维 蛋白 原 的 各 链 (RHE, 1982) 。 我 们 纯化 的 组 分 I 和 组 分 工 都 能 缓慢 地 降解 人 纤 
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维 蛋 白 原 的 % 链 ， 而 随 着 作用 时 则 的 延长 组 分 工 还 能 进一步 地 部 分 降解 人 纤维 蛋白 原 的 
8 链 ， 其 作用 机 制 值 得 进一步 研究 。 

竹叶青 凝 迎 酶 样 酶 组 分 工 能 被 丝氨酸 蛋 自 酶 的 专 一 人 性 扼 制 剂 PMo5F 所 抑制 ， 所 以 组 
分 工 是 丝氨酸 蛋白 酶 ， 其 活性 中 心 为 丝氨酸 残 基 ， 这 与 其 它 蛇 毒 中 分 离 纯 化 的 此 血 酶 样 
酶 相似 。 另 外 过 政 酸 能 强烈 扼 制 组 分 工 的 酶 活性 ， 因 此 组 分 工 糖 基部 分 对 酶 活性 是 非常 
重要 的 ， 它 可 能 与 酶 的 识别 和 结合 部 位 有 关 。 

1970 年 Toom 等 曾 报 道 金属 离子 2n**, Cott, Mn** Xf Agkistrodon coniortrix 
laticinctus 蛇毒 中 纯化 的 精 氨 酸 酯 酶 有 激活 作用 ， 其 它 所 测定 的 金属 离子 没有 抑制 作 
用 。 我 们 的 实验 结果 表明 Zat, Cue", Feo 对 组 分 1 和 组 分 1 的 精 氢 酸 酯 酯 活性 有 明 
显 的 抑制 作用 ， Co?" 对 组 分 下 的 精 氨 酸 酯 生活 性 有 了 明显 的 抑制 作用 ， 其 它 所 测定 的 金 
属 离子 无 激活 作用 。 这 一 结果 与 1oom HRP, RMA Y EE IRE aE SH ee 
中 精 氨 酸 酷 酶 性 质 不 同 有 关 ， 值 得 进一步 研究 。 

UPB CT. stegnegert) 蛇毒 中 纯化 的 凝血 橙 样 酶 的 研究 ， 在 国内 外 岗 未 多 报道， 
我 们 对 其 配 化 的 凝血 酶 样 酶 作 了 较为 系统 的 研究 ， 证 明 它 与 烙铁 头 属 中 的 棕 点 狂 时 青 
(T. gramincus Ouyang, 1974), EYJ (T. flavoviridis Tice Cherng SHIEH, 
1985) SER PURE MA AIS HITE, WERE TSE A, A BOB E M 
性 ， 是 丝氨酸 蛋白 酶 ， 无 出 血 毒 活性 ， 无 蛋白 术 解 酶 活性 等 。 此 外 我 们 还 发 现 从 竹叶青 
蛇毒 中 红 化 的 效 秋 酶 样 酶 分 别 具 有 激活 结 溶 和 直接 绎 溶 作用 。 同 时 证 骨 往 时 青 蛇 毒 中 含 

有 两 个 酶 学 性 质 不 完全 相同 的 阔 血 酶 梓 酶 ， 为 竹 时 咨 蛇 奈 的 开发 利用 提供 豆 论 依据 。 
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STUDIES ON ENZYMIC PROPERTIES OF THE 
THROMBIN-LIKE ENZYMES FROM 
TRIMERESU RUS STEJNEGERI VENOM 


Liu Niankun Xiong Yuliang 


(Kunming Institute of Zoology, Academia Sinica) 


In this paper, enzymic properties of two thrombin-like enzymes (principle 
I and principle Wf) was reported, The results showed that principle I and 
principle JI could convert human fibrinogen into fibrin, both had arginine esterase 
activity and could hydrolyze Bz-Phc-Val-Arg-PNA which was special substrate 
of thrombin, Principle I and principle If had an activated fibrinolysis and 
principle If also had a direct fibrinolysis as showed by plate method of fibrin, 
principle I and principle IY could slowly degrade the a chain of fibrinogen and 
principle I also could further degrade the B chain of fibrinogen, The active 
center of principle I is a serine protease and has a glycosyl site, The optimal 
temperature was 50°C and the optimal pH was 8.6 for principle I to hydrolyze 
BAEE. l 

Key words, Thrombin-like enzyme, Special substrate of thrombin, Active 


center, Degradation of fibrinogen 
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